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动物 外 小 体 的 生物 学 功能 研究 进展 ! 
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2. 北 京 农学 院 ， 奶 牛 营 养 学 北京 市 重点 实验 室 ， 北 京 102206) 


摘 要 : 外 小 体 是 指 不 同类 型 细胞 分 泌 的 由 磷脂 双 分 子 层 膜 包 右 和 蛋白 质 、 脂 质 和 核酸 形成 的 


圳 泡 结构 ， 能 够 在 细胞 间 转 运 


EA 


天 然 存 在 于 各 种 体液 中 ， 如 血液 、 尿 液 、 唾 液 、 脑 状 液 和 乳汁 ， 为 其 广泛 调控 机 体 生 理 病 理 


白质 、 脂 质 和 核酸 ， 是 介 导 细胞 间 通 讯 的 有 力 载 体 。 外 泌 体 


过 程 提 供 了 基础 。 目 前 ， 外 泌 体 在 人 类 恶性 肿瘤 、 自 身 免疫 疾病 等 方面 的 研究 已 非常 广泛 ， 


但 其 对 动物 生理 病理 调控 方面 的 研究 报道 较 少 。 近期 研究 表明 ,外 泌 体 大 量 存在 于 各 种 哺乳 


动物 的 乳 中 ,通过 其 内 含 MRNAS 为 幼 畜 提供 免疫 保护 。 因 此 ,本 文 综述 了 外 泌 体 的 生成 和 


来 源 、 生 物 学 功能 及 分 离 鉴定 的 方法 ， 以 期 为 其 在 畜牧 学 方面 的 研究 提供 参考 依据 。 
关键 词 : 外 泌 体 ; 生物 生成 ， 功 能， 分 离 鉴定 
中 图 分 类 号 : 文献 标识 码 : 文章 编号 : 

随 着 生物 进化 过 程 , 原核 生物 和 真 核 生 物 均 已 进化 出 简洁 而 高 效 的 细胞 间 通 讯 策略 。 


经 


典 的 细胞 生物 学 认为 , 细胞 间 通 讯 有 以 下 2 种 方式 : 通过 直接 接触 相互 作用 或 者 分 小 可 溶性 


因子 如 激素 、 生 长 因子 、 细 胞 因子 等 间接 作用 。 近 十 多 年 的 研究 发 现 ， 细 胞 外 面 泡 ， 尤 其 是 


外 泌 体 ， 作 为 第 3 种 新 发 现 的 重要 的 细胞 间 通 讯 载体 ， 能 够 介 导 细胞 之 间 和 蛋白 质 、 脂 质 和 核 
酸 等 生物 大 分 子 的 转运 ， 广 泛 影 响 机 体 的 生理 病理 过 程 申 。 目 前 ， 冀 牧 学 方面 外 泌 体 为 数 不 


多 的 研究 集中 于 乳 中 ， 林 德 包 等 外 综述 了 猪 乳 、 人 乳 和 牛乳 中 外 小 体 miRNAs 的 异同 。 


miRNAs 是 外 泌 体 重要 的 生物 活性 成 分 , 被 外 泌 体 包 于 以 后 可 抵抗 幼 畜 骨 肠 道 的 消化 及 
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21 P RNase 的 分 解 ， 通 过 血液 循环 运送 至 免疫 器 官 调控 其 基因 表达 ， 为 幼 畜 提供 重要 的 免疫 


22 保护 机 制 趾 。 
23 1 外 泌 体 的 来 源 及 发 现 


24 1983 年 ，Pan 等 外 首次 发 现 体 外 培养 的 未 成 熟 绵 羊 网 织 红细胞 在 分 化 过 程 中 可 释放 由 内 


25 ”大 作 用 产生 的 多 圳 泡 聚 集体 ， 该 小 事 泡 里 含有 细胞 膜 转 铁 蛋白 受 体 ， 随 后 ， 这 些 多 圳 泡 聚 集 
26 ” 体 被 命名 为 外 泌 体 。 最 初 , 研究 者 认为 外 泌 体 是 清除 细胞 膜 碎片 和 淘汰 细胞 膜 表面 分 子 的 细 
27 ，” 胞 组 分 ,将 被 溶 酶 体 彻底 降解 ,不 再 回 到 细胞 外 环境 循环 利用 。 也 有 人 认为 外 泌 体 是 培养 基 


28 ”中 死 细 胞 膜 碎片 被 分 离 纯 化 后 的 产物 。10 年 后 ,Raposo 等 四 曾 明 这 些 宫 泡 也 可 从 Epstein Barr 
29 ”病毒 侵 染 的 B 淋巴 细胞 分 离 出 来 ， 并 具有 递 呈 抗原 和 诱导 工 细胞 应 答 的 功能 。2007 年 ， 外 


> 30 WEARY RNAs M miRNAs 被 发 现 , 其 作为 新 的 细胞 间 通 讯 介 质 引 起 了 研究 者 们 极 大 的 兴 


O) 31 ， 趣 止 。 伴 随 着 这 些 开创 性 研究 的 推进 ， 研 究 者 发 现 包括 内 皮 细 胞 、 平 滑 肌 细 胞 、 免 疫 细 胞 在 
© 32 AA ALT I hE PR ETE FP, ET. EBC PAL 
N 33 ”乳汁 等 , 至 此 ， 人 们 逐渐 认识 到 其 在 保障 动物 机 体 健康 成 长 过 程 中 发 挥 了 重要 作用 ,外 泌 体 


cO 34 ”在 癌症 、 自 身 免疫 疾病 、 生 理 调 控 等 方面 的 研究 如 雨后春笋 般 涌 现 出 来 。 


© 35 2 外 泌 体 生物 生成 


ANS 


Ae Sb BE VL Ts We DEEL PR SPT SA Ww A eR PE, 根据 其 大 小 、 生 


36 


37 ”成 方式 及 组 分 主要 分 为 3 类 : 1) 外 泌 体 ， 细 胞 膜 逆 出 芽 后 在 核 内 体 产生 ， 形 成 多 圳 泡 聚合 
38 ” 体 后 由 细胞 膜 释 放 ， 直 径 30~150 nm. 2) 细胞 微 泡 ， 又 称 细胞 膜 微粒 或 者 核 外 颗粒 体 ， 以 
© 39 ”外 向 出 芽 的 方式 由 细胞 膜 裂变 产生 ， 直 径 100-350 nm. 3) 凋 亡 小 体 ， 在 细胞 凋 亡 过 程 中 由 


40 ”细胞 膜 出 泡 产 生 ， 直 径 500~1 000 nm". 


41 外 泌 体 的 生成 起 始 于 含有 表面 蛋白 的 细胞 膜 内 向 出 芽 ( 即 内 吞 作用 ) 形 成 的 早期 外 泌 体 。 


42 早期 外 泌 体 在 圳 泡 分 拣 重 白 如 转运 必需 核 内 体 复 合 物 〈endosomal complex required for 


43 transport, ESCRT) 的 作用 下 识别 、 分 类 、 挑 选 外 泌 体 内 含 蛋 白 生成 多 襄 泡 体 ， 或 者 在 神经 
44 ”酰胺 的 协助 下 生成 多 训 泡 体 ， 该 过 程 根据 是 否 需 要 ESCRT 的 参与 分 为 ESCRT 依赖 途径 及 
45 ”ESCRT 非 依赖 途径 。 目 前 ，miRNAs 进入 外 泌 体 的 分 选 机 制 尚 不 明确 。 生 成 的 多 奢 泡 体 一 
46 ”部 分 被 溶 酶 体 降解 ,一 部 分 与 细胞 膜 融 合 ， 释放 外 泌 体 。 图 1 为 外 泌 体 的 生物 生成 及 释放 示 


47 RRI, 
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endocytosis: A ÆEMĦ; early endosome: 早期 外 泌 体 ， mnultivesicular body: 多 襄 泡 体 ; 


membrane fusion: 膜 融 合 ; original cell: 来 源 细胞 ; recipient cell: 受 体 细胞 ; surface protein: 


膜 表 面 蛋白 ，exosome: 外 泌 体 。 


图 1 外 泌 体 的 生物 生成 及 释放 


Fig.1 The biogenesis and release of exosome 


3 ”外 泌 体 主要 组 分 及 功能 


3.1 BAVA RMA HE 

分 析 外 泌 体 的 生物 组 成 时 ， 人 们 惊奇 地 发 现 其 内 含 蛋白 的 变化 范围 非常 有 限 ， 它 不 含 核 
和 蛋白、 线粒体 蛋白 、 内 质 网 蛋白 及 高 尔 基体 和 蛋白。 所 有 已 发 现 的 外 泌 体 蛋白 均 来 源 于 细胞 溶 
质 、 内 吞 小 泡 或 细胞 膜 。 与 其 来 源 细 胞 相 比 ， 外 小 体 不 仅仅 是 细胞 膜 碎片 ， 因 为 其 内 蛋白 不 


含 一 些 在 膜 表 面 表达 丰富 的 和 蛋白， 如 树 突 状 细胞 Fe Z, T 细胞 CD28 外 、CD40L、CD45、 


B 细胞 转 铁 蛋 白 受 体 00。 无 论 其 分 泌 细 胞 是 什么 ， 多 数 外 泌 体 的 内 含 蛋白 种 类 相似 ， 只 有 小 


部 分 蛋白 是 细胞 特异 性 的 , 这 部 分 特异 蛋白 可 反映 出 其 分 泌 细 胞 的 生理 病理 状态 00。 典 型 的 
外 泌 体 蛋白 包括 血小板 来 源 生长 因子 受 体 、 乳 凝集 素 、 跨 膜 蛋白 、 溶 酶 体 相 关 膜 重 白 -2B、 


膜 转运 及 融合 重 


B 


白 如 泛 素 、GTPases、 热 休 殉 蛋白 、 脂 相关 和 蛋白、 磷脂 酶 等 5。 外 泌 体 中 一 
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64 ” 些 富 售 的 蛋白 通常 作为 其 标志 物 ， 包 括 四 分 子 交 联 体 家 族 成 员 9 CCD9, CD63, CD81 和 


65 CD82), 14-3-3 A&A, MHC 分 子 细胞 质 和 蛋白 如 热 休克 蛋白 HSPs)、Tsg101 及 ESCRT-3 结 


66 ” 合 蛋 白 Alix)。D9、CD63 和 CD81 最 初 被 认为 是 外 泌 体 特有 标记 物 ， 但 现 已 发 现 其 也 存在 


67 ”于 凋 亡 小 体 和 细胞 微 泡 131。 


68 由 于 外 小 体 携带 大 量 可 变 的 特殊 蛋白， 其 所 携带 的 蛋白 可 决定 其 在 不 同 通 路 中 的 功能 ， 
69 ”因此 外 泌 体 被 视 为 矢量 信号 小 泡 , 外 泌 体 膜 外 烘 露 的 受 体 或 配 体 负责 使 其 定位 到 特定 的 细胞 
70 ”或 细胞 外 区 域 。 随后 , 外 泌 体 可 通过 与 裔 细胞 膜 表面 受 体 或 配 体 结合 或 内 化 激活 胞 内 信号 通 
71 ”路 或 改变 其 细胞 表 型 史 。 特 殊 的 外 小 体重 白 如 MHCI 分 子 、MHC Ila. RRA SCH 


72 ”在 一 些 信 号 通路 下 游 非常 活跃 ,如 整合 蛋白 及 Ca* 信 和 号 通路 05、 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 (MAPK ) 


73 ”信号 通路 及 自然 杀伤 细胞 群 2D CNKG2D) 信 号 通路 09。 诸 如 HSP60、HSP70 这 样 的 HSPs 


74 存在 于 免疫 细胞 膜 的 表面 受 体 CD14、CD91、Toll 样 受 体 (TLR)-2、TLR-4 和 氧化 低 


‘a 


75 ”密度 脂 蛋 白 受 体 -1(LOX-1)，CD94/CD56 就 是 经 典 的 配 体 - 受 体 相 结合 的 模型 [171。 


g 


76 除了 通过 膜 表 面 蛋 白 介 导 细胞 间 通 讯 作 用 外 , 外 泌 体 还 携带 一 些 重 要 的 可 溶性 蛋白 介质 ， 
77 ”如 细胞 因子 。 外 滋 体 相关 细胞 因子 转运 最 为 熟知 的 例子 是 白细胞 介 素 (IIL)-18，IL-1B 不 仅 可 
78 “在 分 泌 性 浴 酶 体 与 细胞 膜 融 合 后 释放 ， 也 可 由 外 泌 体 产生 中。 与 IL-1pB 相 似 ，IL-18 也 属于 


79 ”无 N- 末 端 信号 肽 ， 在 受到 炎症 复合 物 的 激活 后 被 外 泌 体 携带 由 巨星 细胞 表面 分 泌 出 来 9。 


80 ” 趋 化 因子 是 一 类 非常 重要 的 独特 的 细胞 因子 ， 研 究 发 现 趋 化 因子 IL-8(CXCL8) #ll CX3CLI1 


-二 。 81 可 由 凋 亡 的 淋巴 细胞 外 泌 体 分 泌 29。 


Ə 82 3.2 RNA 及 相关 功能 
P 2007 年 ， 首 次 发 现 小 鼠 和 人 肥大 细胞 外 泌 体 均 含 有 MRNAS 和 miRNAs， 并 且 可 转移 到 


84 ” 受 体 细胞 , 在 受 体 细胞 发 挥 生理 功能 。 外 泌 体 的 来 源 和 不 同 的 检测 方法 都 会 引起 最 终 得 到 的 
85 RNA 的 种 类 和 含量 的 差异 。 测 序 分 析 表 明 ， 在 人 类 血浆 外 泌 体 RNA F, miRNAs 的 含量 是 


86 ”最 丰富 的 , 约 593 Fh, 5 种 最 常见 的 miRNAs: miR-99a-5p、miR-128、miR-124-3p、miR-22-3p 


87 ”和 miR-99b-5p 占 了 总 量 的 48.99%, 核糖 体 RNA 占 9.16%, 长 链 非 编 码 RNA 占 3.36%, piwi 


88 ”蛋白 互 作 RNA 占 1.31%, ie RNA E 1.24%, 核 小 RNA 占 0.18%, 核 仁 小 RNA 占 0.01% 24), 


89 Hela 细胞 培养 基 来 源 外 泌 体 含有 多 种 RNA: miRNAs, mRNAs, rRNA, tRNA, piRNA, 


90 RefSeq FI ncRNA?!, 
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91 外 小 体 为 其 内 含 脂 质 、 和 蛋白 质 、RNA “尤其 是 mRNAs 和 miRNAs) 提供 了 保护 ， 使 其 


92 ，” 免 受 酶 类 降解 ,并 通过 内 吞 作用 为 其 内 含 成 分 提供 了 进入 细胞 的 途径 。 人间 充 质 干 细胞 来 源 
93 ”的 外 泌 体 约 含 有 239 种 mRNAs， 多 数 与 细胞 增殖 分 化 和 免疫 调节 密切 相关 ， 其 中 的 2 个 
94 mRNA 可 在 鼠 体 内 外 骨 上 皮 细 转 胞 翻译 为 完整 的 和 蛋白质， 表明 外 泌 体 可 转移 有 活性 的 


95 ”mRNASsP3。 肥 大 细胞 在 氧化 应 激 状 态 和 正常 状态 下 外 泌 体 所 携带 的 mRANs 含量 差异 显著 ， 


96 ”表明 外 泌 体 所 摄取 的 mRANSs 受到 细胞 的 生理 状态 和 应 激 的 调节 ,可 能 在 维持 组 织 内 稳 态 方 


97 ” 面 发 挥 重 要 作用 鸣 。 同 样 ， 心 肌 细胞 外 泌 体 所 携带 的 mRANSs 受到 了 生长 因子 的 调控 P3， 神 


98 ”经 股 质 细胞 在 低 氧 环境 下 外 泌 体 携带 的 mRANs 和 和 蛋白 均 受 到 影响 多， 表明 外 泌 体 转运 


99 mRANs 的 功能 与 动物 细胞 的 生理 状态 密切 相关 。 


100 外 泌 体 中 的 miRNAs 可 通过 血液 循环 运输 而 不 被 血液 中 的 RNA 酶 降解 ， 是 外 泌 体 介 


aq 


101 ”细胞 间 通 讯 的 基础 。miRNAs KEW 18~25 nt， 最 初 转录 产物 为 带 发 卡 结构 的 pri-miRNAs， 


102 Drosha 释放 出 pri-miRNAs 的 发 卡 结构 形成 pre-miRNAs, Dicer 负责 清除 pre-miRNAs 上 3' 和 


103 5' 恬 上 的 环 状 结构 形成 miRNAs 双 链 ，miRNAs 双 链 与 Ago 蛋白 结合 ， 丢 弃 随 从 链 ， 向 导 链 


104 5 miRNAs 诱导 沉默 复合 体 (miRISC) 互补 ， 最 终 形 成 成 熟 的 miRNAs 以 调控 目标 mRNA 


105 ”的 表达 R77。 选择 性 降解 外 泌 体 中 部 分 miRNAs 是 一 种 潜在 的 快速 调节 基因 表达 的 方式 ， 也 


> 106 ”是 一 种 抑制 癌 细 胞 扩散 可 能 的 手段 。 
107 外 泌 体 介 导 的 miRNAs 转运 与 细胞 的 免疫 功能 相关 。 在 免疫 细胞 突 触 形成 过 程 中 , T 


= 108 ” 胞 来 源 的 外 小 体 携带 的 miRNAs, 如 miR-335 单 向 转移 进入 抗原 递 呈 细胞 调节 其 基因 表达 P。 


© 109 ” 乳 源 外 泌 体能 够 抑制 Anti-CD3 和 Anti-PHA 诱导 的 细胞 因子 的 产生 ， 增 加 调节 性 TT 细胞 特 


110 “异性 群 组 的 数量 C9。 免 疫 相 关 miRNAs (miR181a 和 miR-17) 在 人 分 娩 后 最 初 的 6 个 月 乳 


111 ”外 泌 体 中 高 表达 , 表明 外 泌 体 可 介 导 miRNAs 在 母体 和 婴儿 之 间 的 传递 , 对 婴儿 免疫 系统 的 


112 发育 可 能 有 重要 影响 B9。 


113 3.3 上 脂 质 及 相关 功能 
114 外 泌 体 脂 质 对 于 守 泡 发 挥 其 生理 功能 有 重要 作用 。 尺 管 不 同 来 源 的 外 泌 体 脂 质 组 成 成 分 
115 ， 不同， 但 与 其 来 源 细胞 相 比 ， 都 含有 丰富 的 鞘 磷脂 、 胆 固 醇和 未 糖 脂 。 大 量 的 鞘 磷脂 和 胆 固 


116 ” 醇 能 够 巩固 外 泌 体 结构 ,提高 其 对 不 良 理化 环境 的 抗 性 B1。 另外， 外 小 体 膜 双 分 子 层 结构 也 
117 有 利于 其 在 不 同 的 细胞 外 环境 中 保持 稳定 性 。 外 小 体 稳 定性 的 研究 对 外 泌 体 载体 药物 的 开发 
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有 重要 意义 。 
4 “外 泌 体 分 离 


离 鉴定 


We 


目前 已 鉴定 


的 分 离 方法 并 不 


能 准确 区 分 开 或 者 纯化 各 种 囊 泡 ， 只 生 


联合 使 用 ， 如 差 速 


m= 


法 、 外 泌 体 沉淀 


超速 离心 法 是 分 离 外 泌 体 的 标准 方法 ， 


离心 、 密 度 梯 度 离心 、 过 


法 B3] 多 


无 需 预 处 理 , 但 


体液 如 尿 液 、 


BEAN Bz Fa ASS 


外 泌 体 的 鉴 
显微镜 制 片 过 程 


5 小 结 


外 泌 体 于 1983 年 首次 被 发 现 ， 其 后 十 多 稀 
人 们 逐渐 认识 到 了 外 泌 体 不 仅 可 介 
持 动 物 内 稳 态 平衡 中 的 重要 作用 ,其 在 动物 疾病 发 生发 展 六 


的 研究 。 近 年 来 ， 


程 有 重要 影响 。 鉴 于 外 泌 体 在 维 


由 于 外 谈 体 的 不 均一 忆 
泌 体 会 含有 其 他 的 细胞 外 圳 泡 B94。Thery H514 


滤 、 排 阻 色谱 等 
前 主要 存在 以 下 几 种 外 泌 体 分 离 纯化 技术 : 超速 离心 法 、 


ERK DS 


血浆 、 血 清 、 腹 水 等 外 泌 体 的 步 又 ， 
是 基于 大 小 分 离 外 泌 体 较为 常用 和 成 熟 的 技术 , 其 原理 是 
滤 膜 将 其 分 离 。 超 滤 比 超速 离线 节约 时 间 ， 也 不 需要 特殊 的 仪器 
比较 大 ， 导 致 体积 大 的 宫 泡 变形 和 破裂 ， 
体 , 可 通过 这 些 和 蛋白 质 与 抗体 的 特异 怕 


f=} 


> SE Te 


如 CD63 这 样 存在 于 外 泌 体 表面 的 特异 怕 


EE Aa TA SAREE m 


定 需要 通过 


包括 固定 、 脱 水 、 包 埋 、 
包 埋 过 程 中 会 损坏 外 泌 体 膜 ， 因此 ， 外 泌 体 的 币 
察 时 ， 外 刻 体 呈 典 型 的 杯 状 形态 
蛋白 质 组 学 分 析 、Western Blot, FACS 等 手段 的 辅助 。 


包子 显微镜 来 ; 


行 形 


程 中 的 作用 不 言 
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切片 ， 而 这 一 


能 够 得 到 相对 单 
于 大 小 分 


制 特定 


过 程 不 适 月 


直径 为 30~150 nm， 扁 习 


而 喻 ， 目 前 尚 需 这 方面 的 研究 。 


= 


HJ 


PANA, PRIRA 


学 观察 。 对 于 组 织 细 胞 来 说 ,标准 
外 泌 体 ， 
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E 得 到 多 赛 泡 复合 体 ， 因 此， 多 种 技术 
KWB, 
Efa? 


该 方法 操作 简单 ， 技 术 难度 低 ， 耗 时 不 长 ， 样 品 
其 他 细胞 外 宫 泡 重合 ， 该 方法 分 离 得 到 的 外 
介绍 了 提取 细胞 培养 基 上 清 液 及 各 种 生物 
分 离 外 泌 体 最 经 典 的 方法 。 超 滤 法 
分 子 重量 和 大 小 的 超 
设备 ， 但 超 滤 时 施加 的 压力 
能 影响 后 续 的 分 析 结 果 B9。 外 泌 体 膜 表 面 存在 大 
结合 开发 免疫 亲 和 性 分 离 技术 B9, 诸 
分 离 外 泌 体 提供 了 策 


io 


的 ! 


因为 在 脱水 及 
片 需 要 特殊 的 方法 R99。 当 在 电子 显微镜 下 
EF 球状 BSI。 外 泌 体 进一步 鉴定 需 


通讯 ， 而 且 对 机 体 生 到 


直 被 当做 细胞 废弃 物 从 而 忽略 了 这 方面 
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Advances in Biological Functions of Animal Exosomes 
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(1. State Key Laboratory of Animal Nutrition, Institute of Animal Science, Chinese Academy of 
Agriculture Sciences, Beijing 100193, China; 2. Beijing Key Laboratory for Dairy Cow 


Nutrition, Beijing University of Agriculture, Beijing 102206, China) 


Abstract: Exosomes, internal proteins, lipids, and nucleic acids coated by phospholipid bilayer 
membranes, are one type of small extracellular vesicles, which can mediate cell-cell 
communication. Exosomes are naturally present in many kinds of body fluids, such as blood, urine, 
saliva, cerebrospinal fluid and milk, which can provide a basis for their extensive regulation of 
physiological and pathological processes. Currently, exosomes have been extensively studied in 
human malignant tumor and autoimmune diseases, but the researches on animal physiology and 
pathology are less. Recent studies have shown that exosomes are abundant in the milk of various 
mammals and they provide immunological protection for infants through miRNAs. The origin, 
biological functions and methods of isolation and identification of exosomes were reviewed, 
hoping to provide reference for its researches on animal husbandry. 
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